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La investigacion de Entamoeba histolytica comenzd cuando el pardsito
fue identificado en muestras de heces y en tejidos humanos infectados, lo
que permitié hacer una detallada descripcion de sus componentes. Se
logré entonces estudiar su morfologia y la estructura interna de sus dos

etapas biologicas: la amiba o trofozoito y el quiste.

ntamoeba histolytica, causante de la amibiasis invasora humana, es un orga-
nismo unicelular con ciclo de vida bifsico; es decir, presenta dos etapas
biolégicas en las cuales su forma es diferente.

Una de ellas es el trofozoito, comtinmente llamado amiba, que habita,
se nutre y multiplica dentro del intestino del hospedero humano, y es capaz de
destruir cualquier tipo de célula y casi cualquier tejido.

La otra es el quiste, que asegura la persistencia del parasito en el ambiente ex-
terno y es la forma responsable de iniciar la infeccién en nuevos hospederos cuando
los quistes son ingeridos al consumir agua o alimentos contaminados con ellos.

Numerosos estudios han analizado la estructura de las dos formas de este parasi-
to. Por ser tan pequefio, su andlisis ha requerido el uso de diversos tipos de micros-
copios. Desde que se identificaron tanto las amibas como los quistes, una pregunta
importante ha sido, ;cémo es que este organismo causa dafio a su hospedero? La
investigacién comenzé identificando al pardsito en muestras de heces y en tejidos
humanos infectados, y observando las muestras por microscopia, los que permitié
hacer una descripcién detallada de sus componentes que se pudieron identificar
por su morfologfa y se compararon con aquellos ya caracterizados en otras células.
Se logré asi obtener una visién de la estructura interna tanto de los trofozoitos
como de los quistes. Una sorpresa fue descubrir que las amibas presentan pocas

estructuras y organelos celulares, pero tienen una gran cantidad de vacuolas de
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diferente tamafio y un ndcleo bien definido. Sin em-
bargo, cuando fue posible utilizar el microscopio elec-
trénico para analizar amibas fijadas quimicamente y
deshidratadas con disolventes, se logré un adelanto im-
portante en identificar otras estructuras y apreciar me-
jor aquellas que se habfan descrito con microscopios de
menor resolucién.

El inconveniente de estos métodos de preparacion es
que se pueden crear artificios, y eventualmente algunos
componentes citopldsmicos pueden desaparecer. Por
el contrario, la fijacién mediante congelacién ultrarra-
pida, seguida de deshidratacién a muy baja temperatu-
ra, aumenta la posibilidad de una mejor preservacién
de la estructura bioldgica.

En este articulo se muestran imagenes obtenidas con
estas técnicas que han permitido apreciar y describir
en forma muy precisa la estructura interna de los trofo-
zoftos y los quistes de este parasito. Estas metodologias,
junto con los avances obtenidos a varios niveles que
se examinan en otros articulos de este ntimero de la re-
vista, han permitido establecer la presencia de organe-

los cuya existencia se negaba hace apenas unos afios, y

que permiten a las amibas sobrevivir e invadir los teji-
dos de su hospedero.

® Estructura del trofozoito

El trofozofto o amiba (Figura 1A) mide entre 20 y
40 micrémetros (1 micrémetro = 0.001 milimetros), es
pleiomérfico, es decir, cambia su forma continuamen-
te debido a la fluidez de su citoplasma, a la plasticidad
de su membrana plasmdtica y a la capacidad de rees-
tructuracién de ciertos organelos internos que en con-
junto se conocen como el citoesqueleto. Estas carac-
terfsticas no sélo le permiten moverse y desplazarse
eficientemente sobre cualquier superficie formando
proyecciones del citoplasma llamadas seuddpodos, sino
que también son determinantes para su nutricién. Los
seudépodos participan en la captura de alimento me-
diante los mecanismos celulares conocidos como pino-
citosis, para ingerir liquidos, y fagocitosis, para capturar
sélidos. Estas propiedades permiten a los trofozoitos
una gran motilidad y desplazamiento, lo cual, aunado
a un alto contenido de enzimas proteoliticas (que des-

Figura 1. Trofozoitos de Entamoeba histolytica. A) Trofozoito observado a través del microscopio
electrénico de barrido. Fotos B a D: microscopia electrénica de transmision. B) Corte fino de un
trofozoito en el que se aprecia el nicleo (N) y algunas vacuolas (V). €) Numerosos polirribosomas
(Pr) y perfiles de delgados tibulos citoplasmaticos (T). D) Numerosos granulos de glucégeno (G) y
un grupo de cisternas aplanadas (C) similares al Golgi. Barra = 1 micrémetro.
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truyen proteinas) en la membrana y el citoplasma,
confieren al pardsito un sorprendente potencial inva-
sivo. Varios estudios de biologia celular y molecular
han demostrado que estos procesos son determinantes
en el dafio que ocasionan las amibas a los tejidos del
hospedero.

Los trofozoitos presentan un ntcleo esférico (Figu-
ra 1B) que mide de 4 a 7 micrémetros de didmetro. A
diferencia de otras células que tienen un ntcleo bien
formado (eucariontes), en la periferia del niicleo de las
amibas se localiza el dcido ribonucleico (ARN, dcido
nucleico que lleva la informacién genética del nicleo a
la maquinaria celular que fabrica proteinas), mientras
que el 4cido desoxirribonucleico (ADN), que constituye
el material genético, se encuentra en posicién central y
aparentemente no se forman cromosomas tipicos.

Dentro del nicleo es frecuente observar un nime-
ro variable de pequefias esferas que al microscopio de
luz se observan refringentes, miden de 0.2 a 0.5 micré-
metros de didmetro y son denominadas esférulas nuclea-
res. Su funcién adn se desconoce. En cultivos de este
parésito, que es la forma en que se mantiene regular-
mente a las amibas para su estudio en el laboratorio,
pueden observarse con frecuencia dos o mds ntcleos;
no obstante, en condiciones naturales el trofozoito
tiene s6lo un ndcleo.

El citoplasma de los trofozoitos de E. histolytica pre-
senta numerosas vacuolas limitadas por una membrana
que tiene caracteristicas moleculares muy especificas
para su funcién en el transporte de diversos materia-
les que se internalizan durante los mecanismos llamados
fagocitosis, pinocitosis o por la fusién de varias vacuo-
las. También se encuentran abundantes granulos de
glucégeno y numerosos agregados en forma de bastén
formados por ribosomas dispuestos helicoidalmente,
en donde se lleva a cabo la sintesis de las proteinas.

En estudios realizados en amibas fijadas quimica-
mente no se habian podido identificar los organelos
celulares presentes en la mayorfa de las células, como
mitocondrias, reticulo endopldsmico y sistema de Golgi.
Estos resultados eran sorprendentes, pues los estudios
de biologfa molecular han identificado en las amibas a
algunas de las protefnas que participan en funciones
caracteristicas de las citadas estructuras. Por ello, se es-
peraria que estuvieran presentes para llevar a cabo

estas funciones. La congelacién ultrarrdpida ha permi-
tido identificar un sistema de pequefios canaliculos que
podria corresponder a un reticulo endopldsmico liso
(Figura 1C). También se han identificado grupos de
cisternas aplanadas muy similares al Golgi (Figura 1D).
Estos datos hacen pensar que tales organelos sf existen
en las amibas, pero que son particularmente sensibles
a las técnicas de fijacién quimica usadas comdnmente.

Una de las estructuras que mds se ha estudiado uti-
lizando varias metodologias es la membrana plasma-
tica que limita a cada amiba. Aunque la composicién
molecular es muy semejante a la de las membranas
plasmaticas de otras células, los lipidos que la forman
son especificos para el parasito, y se encuentran recep-
tores y otras moléculas involucradas en la adhesién de
las amibas a células blanco y a sustratos proteicos para
su destruccion.

La membrana tiene un espesor de aproximadamen-
te 10 nanémetros (un nandémetro es la millonésima
parte de un milimetro), y para poder observarla se re-
quiere hacer cortes transversales del cuerpo de la ami-
ba y utilizar una amplificacién alta (30 000 veces). En
estas condiciones se observa como una linea doble
(Figura 2A). En especimenes criofijados y criosustitui-
dos la superficie externa de la membrana plasmatica
muestra una capa muy fina de apariencia aterciopela-
da. Esta capa es la cubierta celular, llamada también
glicocdlix, constituida por carbohidratos que forman
complejos con las protefnas que se han integrado a esta
membrana, como los receptores.
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Figura 2. A) Membrana plasmética (MP) con el glicocalix (G). B) Casquete. C) Sobre la cara inter-
na de la membrana plasmatica (MP) del trofozoito se observan dos granulos electrondensos (GED).
Uno de ellos ocupa una proyeccién de la membrana. D) Grupo de virus (V) formando una roseta

circular en el citoplasma. Barra = 100 nanémetros.

La fluidez de la membrana plasmética de las amibas,
dada por sus componentes lipidicos, permite una gran
movilidad de estos componentes en el plano de la mem-
brana, y su translacion a diferentes regiones de la misma
como respuesta a un estimulo o sefial del exterior. Esto
sucede cuando la amiba se desplaza en una direccién
definida y el movimiento requiere la polarizacién de
componentes en la parte posterior del cuerpo para im-
pulsar el citoplasma hacia el frente. Este procedimien-
to permite a las amibas dirigirse hacia moléculas o cé-
lulas que las atraen y llegar a sitios definidos en el
organismo hospedero para poder invadir sus tejidos.

Otra accién muy caracteristica de las amibas es la
formacién de un casquete membranal, en el cual mo-
léculas ancladas a la membrana tanto por la parte ex-
tracelular como por la parte interna se concentran en
la parte posterior del trofozofto, de donde se despren-
den. Se considera que este proceso ayuda a las amibas
a escapar de la respuesta inmunitaria del hospedero, al
librarse de los anticuerpos que se hubiesen generado
contra moléculas amibianas y que se han logrado unir
a la superficie del parésito. La formacién del casquete
ayuda también a las amibas a desprenderse de molécu-
las que pudieran dafiarlas (Figura 2B).

En la cara interna de la membrana plasmadtica fre-
cuentemente se observan pequefios granulos a los que,
por su apariencia oscura cuando son vistos a través del

microscopio electrénico de transmisién, se les llamé
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“granulos electrondensos” (Figura 2C). Miden de 10 a
200 nanémetros de didmetro y pueden encontrarse dis-
persos en el citoplasma o asociados a la cara interna de
la membrana plasmatica. En ellos se han identificado
moléculas con actividad proteolitica, como las enzimas
colagenasa y gelatinasa. Se ha demostrado que estos
granulos se desprenden de la membrana y salen al exte-
rior cuando las amibas interactdan con células en cul-
tivo o con protefnas de la matriz que rodea y sostiene a
los tejidos en el organismo hospedero. Se ha propuesto
que algunas de las enzimas que las amibas utilizan para
destruir células y para abrirse camino dentro de los te-
jidos del huésped estdn contenidas en estos granulos.
En los trofozoitos es frecuente observar estructuras
con una morfologia que se asemeja a particulas virales
de diferentes tipos cuando éstas son observadas a tra-
vés del microscopio electrénico. Estas estructuras pue-
den encontrarse aisladas o formando grupos circulares
(Figura 2D). Su identidad y su posible funcién en los
trofozoftos se desconocen, aunque se ha especulado
sobre la posibilidad de que fuesen particulas virales que
infectan a las amibas y que podrfan destruirlas. Esta es
una posibilidad muy interesante, ya que se podrian uti-
lizar estos virus como vectores para acarrear genes le-
tales al interior de las amibas mediante métodos de
biologfa molecular. Al expresarse las proteinas letales
codificadas en estos genes, las amibas morirfan. Sin

embargo, esta posibilidad no se ha estudiado a fondo.
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En células eucariontes en general, el complejo es-
tructural llamado citoesqueleto se encuentra formado
principalmente por actina (protefna que forma estruc-
turas fibrilares en el citoplasma), asi como por miosina
(otra proteina fibrilar que se asocia con actina y otras
moléculas para producir movimiento) y por tubulina
(proteina que forma microttbulos). Como se mencio-
né previamente, el citoesqueleto es un elemento di-
rectamente relacionado con la capacidad motriz e in-
vasiva de los trofozoftos. En este pardsito se han
identificado ya los genes que codifican a varias formas
de estas tres protefnas, y se conoce mucho sobre cémo
se regula la sintesis de muchas de ellas.

También se han identificado varias de las proteinas
que se asocian a la miosina y a la actina, y para regular
diferentes funciones que dependen de la motilidad ce-
lular. Si bien los microtibulos s6lo han sido observados
durante la mitosis formando un haz dentro del nicleo
—pues a diferencia de otras células eucariontes, la mito-
sis en las amibas se lleva a cabo sin que se desorganice
la membrana nuclear (Figura 3A)—, se han identificado

ya los genes correspondientes a diferentes formas de la
tubulina. Es posible que los microtdbulos citoplasmicos
sean particularmente sensibles a los fijadores, por lo
que no se han podido observar.

Protefnas fibrilares como la actina y la miosina tam-
bién interactian y participan continuamente en la for-
macién de estructuras transitorias como los seudépodos
y estructuras para la fagocitosis y la pinocitosis. Estas
proteinas fibrilares participan ademds en la formacién
de las llamadas placas de adhesién, que son requeridas
para que las amibas puedan adherirse al sustrato du-
rante su desplazamiento, asi como en la formacién del
casquete. Durante el proceso de divisién celular, la ac-
tina y la miosina intervienen también en la formacién
de un cinturén alrededor del cuerpo de la amiba que,
al contraerse por la interaccién de las dos proteinas,
ayuda a la separacion de las células hijas resultantes de
la mitosis (Figura 3B).

La microscopfa electrénica de transmisién ha permi-
tido observar que en el cinturén contractil la miosina y
la actina presentan una organizacién similar a la que se

Figura 3. A) Nucleo en proceso de mitosis que muestra numerosos microtibulos en corte longi-
tudinal. Recuadro A, mayor aumento. B) Agregado fibrilar observado durante la divisiéon celular.
C) Corte transversal de un agregado fibrilar. Barra = 20 nanémetros.
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observa en las fibras musculares (Figura 3C). La organi-
zacién y funciones de los elementos contrictiles en las
amibas se consideran fundamentales para llevar a cabo sus
actividades destructoras e invasoras, ya que se ha demos-
trado que las amibas que no expresan o que sobreexpre-
san estas protefnas en el citoplasma se comportan como
no invasoras, debido a sus movimientos defectuosos.

® Estructura del quiste

El quiste es la forma del pardsito mediante la cual
se disemina la infeccién. Por ello es muy resistente,
ya que al ser arrojado al medio ambiente exterior tiene
que sobrevivir en condiciones hostiles hasta encontrar
un nuevo hospedero.

Los quistes son expulsados en gran ndmero tanto

por los pacientes con sintomas como por los individuos

que son portadores y no presentan una infeccién inva-
sora. Ya en el exterior, pueden contaminar alimentos y
agua que, al ser consumidos, reiniciardn la infeccién. En
el tracto digestivo los jugos gastricos favorecen que los
quistes se rompan, dando lugar a los trofozoitos que
causan la sintomatologfa conocida de una infeccién
amibiana.

Los quistes son completamente esféricos y miden
de 10 a 20 micrémetros (Figura 4A). Durante el pro-
ceso de enquistamiento en el intestino grueso, en la
superficie de la amiba se forma la pared del quiste. Esta
gruesa capa lo protegerd de la desecacién y de otras con-
diciones adversas cuando sea arrojado ya como quiste al
medio ambiente. La pared es una capa fibrosa que mide
de 120 a 150 nanémetros de espesor y cuyo principal
componente es la quitina, un polimero de carbohidra-
tos formado por unidades de N-acetil-D glucosamina.

Figura 4. A) Quistes de Entamoeba histolytica. Se observa la superficie rugosa de la pared del
quiste por microscopfa de barrido. B) En el citoplasma de un quiste tratado con rojo de rutenio se
observan vacuolas, el nicleo (N), dos cuerpos cromatoides y la pared del quiste (PQ). Barra = 1 mi-
créometro. C) Cuerpos cromatoides a mayor amplificacién, que muestran polirribosomas cortados
transversal y longitudinalmente. D) y E) Pared del quiste (PQ) con rojo de rutenio (D) y sin rojo de

rutenio (E). Barra = 100 nanémetros.
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Tradicionalmente se consideré a la pared del quiste
como una estructura impermeable que mantenfa al pa-
rasito completamente aislado del medio exterior. Sin
embargo, cuando los quistes son tratados con una solu-
cién que contiene un colorante denso a los electrones,
la pared se observa obscura, por el paso del colorante
al interior (Figura 4B, C), a diferencia de quistes no
tratados con el colorante en los que la pared se observa
casi transparente (Figura 4D). Este hecho demuestra
que la pared del quiste es permeable al agua y a par-
ticulas muy pequefias, lo que les permite mantener el
minimo de humedad e intercambio selectivo necesa-
rios para su supervivencia en el exterior.

En el citoplasma del quiste (Figura 4B) se presentan
de 1 a 4 nicleos, dependiendo de su estado de madurez.
La poblacién de vacuolas es notablemente menor que
en los trofozoftos. Destacan también uno o varios agre-
gados de polirribosomas dispuestos ordenadamente y
de apariencia cristaloide, denominados cuerpos croma-
toides (Figura 4E). Estos agregados no estdn limitados
por una membrana y por su tamafio son ficilmente vi-
sibles en el microscopio 6ptico. Son considerados como
un marcador caracteristico de una infeccién amibiana
cuando se hace un examen de las heces de un indivi-
duo con sintomas que sugieren esta condicién.

Todos los estudios indican que los quistes sélo se
forman en el ambiente del colon, para de ahf ser ex-
pulsados e iniciar la infeccion en nuevos hospederos,
completando asf su ciclo vital.

A pesar de la importancia del quiste en la disemi-
nacién de la amibiasis, atin se conoce muy poco sobre
el proceso de enquistamiento. Una dificultad ha sido
la carencia de un método para la produccién masiva
de quistes in witro (es decir, en condiciones de labora-
torio), necesaria para hacer estudios bioquimicos y
moleculares.

Un mejor conocimiento del quiste de E. histolytica,
asi como de los procesos de enquistamiento y desen-
quistamiento, es uno de los retos por resolver, ya que al
impedir la transmisién del pardsito se podria avanzar
rapidamente hacia el control de la amibiasis humana.
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